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研究成果の概要（和文）：牛伝染性リンパ腫ウイルス（BLV）は1878年に報告され、その後世界中に蔓延した。
BLVはエンベロープ配列の多様性から11種類の遺伝子型に分類され、それらの遺伝子型の分布は地理的に偏りが
あることが報告されている。本研究では、アジア各地から採取したウシ科動物について、BLV配列を取得し、系
統地理学的解析を行った。その結果、BLVは家畜ウシ系統と在来牛系統の二つに分かれること、ヤク由来BLVの特
定のアミノ酸変異がヤクへの適応進化を示していることが明らかとなった。また、BLV感染定量法の開発を試
み、テトラシステインタグ挿入BLVの作製と感染性評価を行った。

研究成果の概要（英文）：Bovine leukemia virus (BLV) was first reported in Germany in 1878 and spread
 globally with increased cattle trade. BLV, an enveloped virus is classified into 11 genotypes with 
specific geographic distributions.This study aimed to analyze BLV envelope sequence diversity and 
host relationships and develop a method to evaluate this diversity's impact on BLV infectivity.Using
 the PAML4.8 site model, five amino acid sites in Yak-derived BLV sequences showed positive 
selection, suggesting adaptation to Yaks. 
To develop a quantitative infectivity assay, a tetracysteine tag was inserted into the BLV genome to
 create an infectious clone (pBLV-TCtag).　HeLa cells infected with the supernatant and treated with
 ReAsH showed higher fluorescence, but non-specific fluorescence indicated a need for refinement.
The study showed BLV envelope proteins evolve for optimized infection in different hosts and 
developed a quantitative infection assay, though further improvement is needed.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、BLVのエンベロープ配列の多様性が、宿主であるウシ科動物の種類と関連すること、また、ヤクが
新たな感染宿主として、家畜牛由来のウイルスが適応進化していることを示した。そして、世界的な牛の貿易に
よりBLVが世界中に拡散したことを示した。さらに、BLV感染を定量できるような実験系の構築を目指した。その
結果、非特異的反応がみられる場合もあるが、タグ付きタンパク質を発現するウイルス粒子により、感染細胞が
特異的に蛍光を発することを示した。これらの解析結果は、ウイルスの適応進化や世界的な拡散過程をあきらか
にするだけではなく、感染定量化についても可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
牛伝染性リンパ腫は、1878 年にドイツのメーメル地方で地方病的に報告されてから、牛の流
通の活発化と共に世界中に蔓延した。20 世紀半ばには、ほとんどの国において牛伝染性リンパ
腫が報告されるようになった。原因ウイルスである牛伝染性リンパ腫ウイルス（bovine leukemia 
virus: BLV）は 8720bp の一本鎖 RNA をゲノムとする、エンベロープウイルスである。BLV のエ
ンベロープ配列は、BLV ゲノム中で最も多様性に富むことから、遺伝子型の分類に使われている。
これまでに、エンベロープの配列多様性から、BLV は 11 種類の遺伝子型に分類され、各遺伝子
型の分布地域には偏りがあることが報告されている。実験感染では、BLV は様々な動物に感染可
能であるが、自然感染するのは主にウシ科動物だけである。BLV は、家畜ウシ（Bos taurus）以
外にも、アジアにのみ生息しているアジア在来牛、暑熱地域にて主に飼養されているゼブ牛（B. 
indicus）、高地に生息するヤク（B. grunniens）など、多様な地域に適応した在来牛にも感染
していることが報告されている。これらの感染宿主であるウシ科動物の地域分布と、エンベロー
プ配列による BLV 遺伝子型の地域分布には、何らかの関連がある可能性がある。なぜなら、エン
ベロープ蛋白質は、細胞への結合から侵入という BLV 感染の最初のステップに関連する蛋白質
であり、BLV が様々な宿主に感染する中で、それぞれの宿主に適応してエンベロープの構造を変
化させ、より感染効率のよい形に変化していることが考えられるからである。つまり、最も世界
に蔓延しているような遺伝子型は、世界で最も飼養頭数の多い家畜ウシ（Bos taurus）に効率よ
く感染するようなエンベロープ配列をもつ可能性がある。しかしながら、エンベロープ配列の違
いが本当に宿主域と関連しているのか、また、遺伝子型の違いが宿主受容体への適応の結果なの
か、については、不明のままであった。 
遺伝子型によるウイルスの感染性の違いは、ウイルスゲノム全長を発現するようなプラスミ
ドを作製し、さらに作製したプラスミド上にて、エンベロープ配列をさまざまな遺伝子型のエン
ベロープに置換することにより、評価できる。作製したプラスミドを細胞に形質転換し、各遺伝
子型のエンベロープ配列をもつウイルス粒子を作製し、標的細胞に感染させ、感染率を評価する。
BLV に関しても BLV ゲノムを発現するプラスミドがいくつか報告されており、配列自体に人為的
に遺伝子を導入することは容易である。しかし、感染を定量化できるような実験系がほとんどな
く、標的細胞への感染率を評価することが難しかった。 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、BLV エンベロープ配列の多様性と感染宿主との関連を系統地理学的に解析
し、その意義を考察するとともに、その多様性の BLV 感染性への影響を評価できるような、BLV
感染定量法の検討を目的とした。 
３．研究の方法 
アジア在来牛から BLV 配列を取得し、系統地理学的解析を行うため、11 カ国で収集された 256
頭のゼブ牛（B. indicus）、16 頭の在来牛（B. taurus）、268 頭のヤク（B. grunniens）、および
8頭の水牛（Bubalus bubalis）の DNA を使用した。さらに、マダガスカルの 37 頭のゼブ牛の DNA
についても解析を行った。 
４．研究成果 
これらのうち、ブータン、カンボジア、ラオス、ミャンマー、フィリピン、ベトナム、およびマ
ダガスカルのゼブ牛の DNA、カザフスタンの在来牛、および中国、ネパール、パキスタンのヤク
の DNA から PCR 法により BLV 遺伝子が検出された。そこで、BLV エンベロープ配列を得るために
PCR により 1304bp の断片を増幅し、シーケンス解析を行った。得られた配列を、GenBank に登録



されている BLV エンベロープ配列のうち宿主および採取地域情報が付随している配列と共に、
最尤法による系統解析を行った。その結果、これらの配列は、大きくふたつの系統、すなわち家
畜ウシ系統（系統１）と、在来牛系統（系統２）に分けられることが分かった（図１）。この系
統２に分類された 63 配列について、エンベロープ配列上の正の選択を受けたアミノ酸部位を検
出するため、PAML4.8サイトモデルを用いて解析を行った（図２）。その結果、ヤク（B. grunniens）
由来 BLV エンベロープ配列について、宿主のレセプター結合部位と推定される部位に存在する 5
アミノ酸について、非同義置換/同義置換の値が 1.0 以上であり、これらのアミノ酸については、
ヤクへの感染に適応した結果であることが示唆された。時間軸を考慮した系統解析の結果から
も、ヤク由来 BLV 配列の共通祖先の存在時期は比較的最近であることから、BLV はエンベロープ
を変化させながら宿主域を拡大しヤクに適応してきたことが示唆された。また、様々な BLV 配列
の系統解析を、宿主情報および地域情報と共に解析したことにより、BLV の共通祖先配列が、ア
ジアのゼブ牛由来であることも明らかとなった。 

 
 次に、BLV 感染性への影響を評価できるような、BLV 感染定量法の検討を行うため、テトラシ
ステインタグ配列を BLV ゲノム上に挿入し、感染を定量可能な BLV 感染性分子クローン(pBLV-
TCtag)の作製を目指した。作製した分子クローンを 293 細胞に形質転換し，上清中に放出された
ウイルス RNA をリアルタイム PCR により定量したところ、テトラシステインタグを導入してい
ない感染性分子クローンと同程度のウイルス RNA が検出された。この上清を HeLa 細胞に感染さ
せ、テトラシステインタグと結合すると蛍光を発する ReAsH を反応させ、フローサイトメーター
により蛍光輝度の測定を行った。その結果、TCtag 挿入 BLV を感染させた細胞は感染していない
細胞と比較すると高い蛍光強度を示すことが分かった（図３）。しかしながら、この定量系では、
ReAsH による非特異的な蛍光が検出され、TCtag 挿入 BLV を導入していない細胞においても蛍光
が検出される場合があり、今後さらなる詳細検討が必要であることが示された。 
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